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（２）定量 real-time polymerase chain reaction （qPCR）解析 
（３）免疫組織化学的検討方法 
（４）免疫組織化学的検討結果の評価方法 























































qPCR による mRNA 相対的発現量の定量では、HSD3B2 が HSD3B1 に比べて有意に
高く発現していることが判明した（P<0.0001）。一方で、HSD3B1 のみがアルドステ
ロン合成酵素（aldosterone synthase；CYP11B2） mRNA および血漿アルドステロン濃
度 (plasma aldosterone concentration；PAC) と正の相関を示した（いずれも P<0.0001)。
免疫組織化学的検討では、HSD3B2 が全症例の APA 組織に陽性であることが確認さ
れた。陽性細胞の割合と染色強度から算出される H-score の解析では、HSD3B1 と
CYP11B2 に正の相関が認められた (P<0.0001)。さらに、KCNJ5 遺伝子体細胞変異症
例の APA は野生型症例に比べ、CYP11B2 mRNA が有意に高く発現していた
（P<0.0001）。HSD3B1 mRNA も KCNJ5 遺伝子体細胞変異症例において明らかに高く























steroidogenic acute regulatory protein（StAR）によってミトコンドリアに輸送され
た後、側鎖切断酵素（SCC；CYP11A）によって触媒され、プレグネノロンになる（図
１）。プレグネノロンは細胞質内の 3β－水酸化ステロイド脱水素酵素（HSD3B）に
よってプロゲステロン、さらに 21 －水酸化酵素（ CYP21 ）によって
deoxycorticosterone（DOC）となる（図１）。DOC からアルドステロン合成酵素
（CYP11B2）の 11β－水酸化作用、18 位－水酸化作用、18 位－脱水素作用 によっ
てアルドステロンが生合成される（図１）。このうち律速段階は StAR と CYP11B2
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の 2 つである。APA では CYP11B2 の発現が亢進していることがよく知られている
5)が、StAR mRNA の発現亢進は明らかではないとされている 6)。近年、HSD3B の
うち従来ヒト副腎皮質における全ステロイド合成に関わると考えられていた
HSD3B2 に加え 7)、別のアイソフォームである HSD3B1 が新たな律速段階として注
目されている 8)。ヒトにおいて HSD3B アイソフォームには主に HSD3B1 および
HSD3B2 があり、HSD3B2 は副腎皮質を含む主要内分泌臓器に分布し、HSD3B1 は
胎盤や皮膚、癌組織に発現していることが知られている 7)。両アイソフォームは高い
ゲノム相同性を有しているが、HSD3B1 は HSD3B2 に比してはるかに高い酵素活性




APA では HSD3B2 が HSD3B1 に比して明らかに強く発現していることが示され、
IHA では HSD3B1 が優位であることが示唆された 8)。これら HSD3B アイソフォー
ムの発現の違いが、臨床的ないし生物学的に如何なる意義を持つのかはわかっていな
い。より多数の APA 検体を用いて、定量的検討や CYP11B2 をはじめとするステロ
イド合成酵素の発現との関係性についての検討を加え、アルドステロン過剰産生を呈
する病態との関わりを明らかにする必要があるものと考える。 
 APA 組織において高率に KCNJ5 遺伝子の体細胞変異がみいだされると報告され、
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それ以来 APA の病態解明が飛躍的に進んできた。KCNJ5 遺伝子は、内向き整流カリ




 本研究は、HSD3B1 および HSD3B2 の発現について、APA 手術検体 67 例を用い
た定量的 real-time polymerase chain reaction（qPCR）にてこれらアイソフォーム
















 2007 年から 2012 年までに東北大学病院にて切除された APA を対象とし、それぞ
れ 67 例を用いて qPCR を、100 例を用いて免疫組織化学的検討を行った。qPCR お
よび免疫組織化学的検討に用いた症例はそれぞれ独立して選択した。重複症例は 41
例であった。 









（２） 定量 real-time polymerase chain reaction （qPCR）解析 
 Total RNA 抽出のために、RNeasy Mini Kit（QIAGEN、Hilden、Germany）を
使用した。逆転写は Quantitec reverse transcription Kit（QIAGEN）を用いて行い、
作成した cDNA は－20℃で保存した。HSD3B1 および HSD3B2 の定量は、これらア
10 
 
イソフォームの DNA 塩基配列の相同性が非常に高いため、 Taqman 
MGB-containing fluorogenic probe を使用し、配列特異的に解析を行った 8)。
CYP11B1, CYP11B2、CYP17A1の定量はいずれも SYBR Green I kit (Roche、Basel、
Switzland) を使用したインターカレーション法にて解析した。プライマー・シーク
エンス 8)13)-19)および Taqman probe・シークエンス 8)13)は表２に示す通りである。な







脱水を行った後、ブロッキング試薬（10％正常ウサギ血清: Histofine SAB-PO (M) 
Kit；Nichirei、Tokyo、Japan）を用いて 30 分間室温でブロッキングを行い、それ
ぞれの１次抗体（表３）20) と４℃で一晩反応させた。翌日、0.3％過酸化水素水を含
むメタノールにて 30 分間内因性ペルオキシダーゼ活性を阻止し、PBS で洗浄後に２
次抗体 (ビオチン標識抗マウス IgG 抗体：Histofine SAB-PO（M）Kit；Nichirei、








CYP11B1 および CYP11B2 は、スライドをキシレンおよびエタノールで脱パラフ
ィンと脱水を行った後、抗原賦活化液 pH９（Nichirei、Tokyo、Japan）に浸し、オ
ートクレーブで５分間抗原賦活処理を行った。その後スライドを PBS で洗浄し、ブ
ロッキング試薬（CYP11B1；2.5% 正常ヤギ血清に 0.5% SDS 添加、CYP11B2；2.5% 










行った。その後スライドを PBS で洗浄し、ブロッキング試薬（10％正常ヤギ血清: 
12 
 
Histofine SAB-PO (R) Kit; Nichirei、Tokyo、Japan）を用いて 30 分間室温でブロ
ッキングを行い、１次抗体（表３)22)と４℃で一晩反応させた。翌日、前述の方法で
ペルオキシダーゼ活性を阻止し、PBS 洗浄後に２次抗体（ビオチン標識抗ウサギ IgG
抗体：Histofine SAB-PO（R)Kit；Nichirei、Tokyo、Japan）を室温で 30 分間反応







強度の積から算出される H-score に基づいて半定量的に評価を行った 23)。染色強度は、
染色なし (0)、弱陽性 (1＋) 、中等度陽性 (2＋)、強陽性 (3＋) として評価した 23)。
さらに、鏡面像による免疫組織化学および酵素抗体法による二重染色を施行し、APA
組織内における HSD3B1 および CYP11B2 の同一細胞内の共局在性を検討した。鏡
面像は 20 例の APA 検体を用いて連続切片を作製した後、対となる鏡面スライドそれ
ぞれにHSD3B1およびCYP11B2を用いた免疫組織化学を前述の方法にて行い、APA
組織内の HSD3B1 陽性細胞のうち CYP11B2 陽性細胞と CYP11B2 陰性細胞のカウ
ントを行った。二重染色は５例の APA 検体を用いて行った。まず、HSD3B1 の染色
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を前述の方法にて DAB 発色（茶色）した後、スライドを pH 9.0 の EDTA バッファ
ーに浸し、オートクレーブで５分間抗原賦活処理を行った。室温でブロッキングを行
った後、CYP11B2 の１次抗体 (表２) と４℃で一晩反応させた。翌日、室温にて２
次抗体 (Nichirei、Tokyo、Japan) と 30 分間反応させ、アルカリフォスファターゼ
標識ストレプトアビジン (Nichirei、Tokyo、Japan) と 30 分間、室温にて反応させ、
さらに Vector Blue Kit III（Vector Laboratories, Burlingame, CA）を用いて発色 (青
色) した。 
 
（５） KCNJ5 遺伝子 DNA シークエンス解析 
KCNJ5 遺伝子シークエンスは、forward primer を 5’-CGA CCA AGA GTG GAT 
TCC TT-3’、reverse primer を 5’-AGG GTC TCC GCT CTC TTC TT-3’にて、65℃で
アニーリングを行った。その後冷却し、0.1％アガロースゲルにて電気泳動を行い、
QIAquick gel extraction kit（Qiagen）を用いて DNA を抽出、精製した。精製した
DNA を ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Applied Biosystems)にて解析し、







各々の酵素の mRNA 発現量は Pearson correlation analysis にて、免疫組織化学によ
る H-score は Spearman rank order test にて検討を行った。有意差をより厳密に規
定するため、R () が 0.4 以上且つ P 値が 0.01 未満の場合を統計学的に有意差ありと
判断した 24)25)。KCNJ5 遺伝子体細胞変異症例と野生型症例を比較した検討は





















尚、いずれの APA 症例も一側性、単発性病変を用いた。 
 
（２） qPCR と DNA シークエンス解析結果 
 今回検討した全ての検体において、HSD31、HSD32、CYP11B1、CYP11B2、
CYP17A1 mRNA の発現が確認され、相対的発現量はそれぞれ順に 0.22±0.06、
83.65±9.19、0.62±0.07、0.78±0.12、1.00±0.12 であった。HSD3B2 mRNA 発現量は、
HSD3B1 より有意に高値であった (P<0.0001) (図２A) 。HSD3B1 mRNA の発現量は、





 KCNJ5 遺伝子の体細胞変異は、検討した 67 例のうち 47 例（70.15％）に検出され、
男性に比べて有意に女性に高頻度でみられた（52.52%；P=0.0099）。KCNJ5 遺伝子体




（図３A）。HSD3B1 mRNA の発現量も、野生型症例に比して KCNJ5 遺伝子体細胞変
異症例で高い傾向がみられた（P=0.011）（図３B）。しかしながら、アイソフォーム
である HSD3B2 の mRNA 発現量は、２群間で統計学的有意差は認められなかった（図








は heterogenous な染色性を示した（図４C）。免疫組織化学的に、HSD3B2 は全症例
の APA 組織において陽性であり、H-score は 147.16 ± 4.53（95%信頼区間；138.21
－156.12）であった（図５A）。HSD3B1 は 97 例の APA 組織において陽性であり、
H-score は 72.69 ± 3.85（95%信頼区間；65.04－80.34）であった（図５A）。CYP11B2
および CYP11B1 も APA 組織で部分的に陽性を示し（図４D、E）、H-score はそれぞ





みられた。一部の症例において、CYP11B2 陽性細胞の分布が HSD3B1 のそれと類似
しているように思われた。さらに、H-score の統計学的解析では、HSD3B1 と
CYP11B2 に有意な正の相関関係が認められた（P < 0.0001；R = 0.49）（図５B）。
CYP11B2 および HSD3B1 が同一細胞内に共局在している可能性が考えられたため、
鏡面像および二重染色による検討を施行した。HSD3B1/CYP11B2 の鏡面像では、
CYP11B2 陽性を示す細胞の殆ど全てが HSD3B1 陽性であったが、HSD3B1 陽性を
示す細胞には CYP11B2 陰性を示すものが認められた（図６A、B）。二重染色では、
HSD3B1およびCYP11B2にdouble-positiveを示す腫瘍細胞が鮮明に認められた（図
６C）。CYP17A1もまた、APA腫瘍細胞に陽性を示し（図４F）、H-scoreは 51.61 ± 4.49
（95%信頼区間；42.79－60.43）であった（図５A）。H-score の解析では、CYP11B1












に重要な酵素である。ヒトゲノムにおいて、HSD3B には、HSD3B1 および HSD3B2
という２つの主要なアイソフォームが存在しており、両者はアミノ酸レベルで 94%も
の相同性を示す 26)。qPCR の結果からは、APA 組織において HSD3B2 mRNA は
HSD3B1 mRNA に比して非常に高く発現していることが判明した。さらに、免疫組




ている可能性があるとも考えられた 20)。HSD3B2 と CYP11B2 の mRNA 発現量との
間には、統計学的に有意な相関は認められず、またその他ステロイド合成酵素の発現
量および臨床病理学的因子との間にも、有意な相関関係は認めらなかった。これらの
点から、APA におけるアルドステロン合成への HSD3B2 自体の関与は乏しいものと
考えられた。 
 一方、HSD3B1 は mRNA 発現量および免疫組織化学的検討いずれにおいても、ア
ルドステロン産生の律速段階であるCYP11B2の発現との間に正の相関関係が認めら








近年、Ota らによって、ヒト H295R 細胞株においてアンジオテンシンⅡ刺激により
nerve growth factor-induced clone B (NGFI-B)および Nur-related factor 1 
(NURR1) の発現誘導を介して HSD3B1 の発現が亢進するのに対し、HSD3B2 の発
現に変化がみられないと報告された 27)。NGFI-B protein family は正常副腎球状層の
細胞に発現しており、CYP11B2 の制御にも関与することが知られている 28)29)。一方、
APA 症例では一般にレニン・アンジオテンシン系が抑制されているが、既報では APA
組織での NGFI-B と NURR1 の高発現がが証明されている 30)。したがって、HSD3B1
の発現は HSD3B2 とは別の制御機構を有することが示唆され、さらに CYP11B2 の
発現と密接に関わっている可能性が考えられる。また、HSD3B1 は HSD3B2 に比し
て非常に高い酵素活性を有していることが知られており 9)、HSD3B1 が APA におけ
るアルドステロンの自律的且つ過剰な産生に寄与していることが示唆された。また、









ている 32)33)。KCNJ5 遺伝子体細胞変異は女性に多く認められるといわれており 34)、
本研究でも同様の結果であった。さらに KCNJ5 遺伝子体細胞変異症例の APA 組織
では、野生型症例に比して CYP11B2 が高いレベルで発現することが知られている
35)36)。本研究でも、KCNJ5 遺伝子体細胞変異症例の APA では、CYP11B2 の mRNA
の発現が有意に高くなっていた。KCNJ5 遺伝子内の T158A 変異を有する HAC15 ヒ
ト副腎癌細胞株の実験では、HSD3B2 mRNA の発現量に有意な変化はみられないと
報告されており 33)、本研究でも、２群間において HSD3B2 mRNA の発現に有意な差
異はみられなかったが、一方 HSD3B1 mRNA 発現量は、KCNJ5 遺伝子体細胞変異




産生の制御に部分的に関与していることが知られている 38)が、前述の通り Ota らは
ヒト副腎皮質 H295R 細胞株においてアンジオテンシンⅡが HSD3B1 の発現を速や
かに増加させる一方、HSD3B2 発現亢進は来さないことを報告した 27)。本研究にお
















例の APA 組織では野生型症例に比して HSD3B1 mRNA および CYP11B2 mRNA の
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  副腎皮質細胞に取り込まれたコレステロールは、steroidogenic acute regulatory 










図２ qPCR によるステロイド合成酵素の定量および統計学的解析 
 アルドステロン産生性腺腫（APA）組織における mRNA の相対的発現量を比較し








図３ KCNJ5 遺伝子体細胞変異症例および野生型症例の APA 組織における 
ステロイド合成酵素発現の検討 
KCNJ5 遺伝子体細胞変異症例と野生型症例の APA 組織における mRNA 相対的発
現量を比較した検討では、CYP11B2 が体細胞変異症例 APA において有意に高く発
現していた（P<0.0001）（A）。HSD3B1 の発現も、体細胞変異症例 APA において高
い傾向が明らかであった（P=0.011）（B）。しかし、HSD3B2 の発現 は２群間で有意




図４ APA の組織像および免疫組織化学的所見 
組織学的に、APA は淡明細胞および緻密細胞からなっており、前者優位の症例が多
く認められた（A）。APA 腫瘍細胞では、HSD3B2 がびまん性に陽性であったが（B）、
HSD3B1 は部分的に陽性であった（C）。また、APA 腫瘍細胞は CYP11B2（D）、 
CYP11B1（E）、CYP17A1（F）も種々の割合で陽性であった。一部の症例では、






 各々の酵素（HSD31、HSD32、CYP11B1、CYP11B2、CYP17A1）の H-score で
は、HSD3B2 が高い傾向がみられた（A）。H-score を用いた統計学的解析では、






























DHEA 4.5 1 
Gene 
symbols 
Forward primer (5' to 3') Reverse primer (5' to 3') 文献 
HSD3B1 
AGA AGA GCC TCT GGA 
AAA CAC ATG 
TAA GGC ACA AGT GTA 
CAG GGT GC 
(8) (13) 
HSD3B2 
AGA AGA GCC TCT GGA 
AAA CAC ATG 




CCC AGC ACA AAT GGA 
ACT CCC GA 
CCG CTT AAT GAC TCT 
GAC AGT CTG CG 
(14)-(16) 
CYP11B2 
TCC AGG TGT GTT CAG 
TAG TTC C 
GAA GCC ATC TCT GAG 
GTC TGT G 
(14)-(16) 
CYP17A1 
TGA GTT TGC TGT GGA 
CAA GG 




CCT GGA GGA GAA GAG 
GAA AG 




   Taqman probeのシークエンス 
Taqman probe (5' to 3') 文献 
HSD3B1      FAM-CCA TAC CCA CAC AGC-MGB (8) (13) 
HSD3B2      VIC-TCC ATA CCC GTA CAG CA-MGB (8) (13) 
抗体 
クローン
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KCNJ5-mutation           WT  
P=0.012 
KCNJ5-mutation     WT  
*P<0.0001 
KCNJ5-mutation        WT  
P=0.011 
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図６ 鏡面像を用いた免疫組織化学および二重染色の所見 
100 μm 
40 μm 
（倍率 200倍） 
（Ａ、Ｂいずれも倍率 100倍） 
